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 本研究では、リシン特異的脱メチル化酵素 LSD1 を阻害するペプチドを対象とする。
LSD1 は、補酵素 FAD と協働してヒストン H3 の 4 残基目のモノ-またはジ-メチル化リ
シンを酸化的に脱メチル化する酵素である。LSD1 を対象とした理由は、LSD1 とペプ
チド基質（ヒストン H3 や SNAIL1）との複合体の結晶構造解析が報告されていること、
LSD1 はがん細胞で過剰発現しており、その阻害剤はがんの治療薬として期待されてい
ること、の２つである。また、 LSD1 は細胞内に存在する酵素であり、細胞膜透過性の
評価にも適している。選択した LSD1 阻害ペプチド配列は、9 アミノ酸からなる SNAIL1 
1-9 （ PRSFLVRKP ） 及 び 20 ア ミ ノ 酸 か ら な る ヒ ス ト ン H3 K4M 1-20
（ARTMQTARKSTGGKAPRKQL）の２種である。 
1. 還元環境応答性 SNAIL1 ペプチドの開発 
 LSD1 は細胞内に存在するため、細胞内で活性化できることが望まれる。そこで、
















 設計したペプチドは、Fmoc 固相合成法により合成した。環状ペプチド 2, 3は、リン
カーを導入するアミノ基の保護基を選択的に脱保護した後、固相上でリンカーの導入と
環状化を同時に行った。合成したペプチドは逆相 HPLC を用いて精製した。 
 還元剤 TCEP（tris(2-carboxyethyl)phosphine）存在下、HPLC を用いてペプチド 2, 3の
反応を追跡した。図 3a に示すように、ペプチド 2は反応時間依存的に分解が進行した。
各ピークを分取して、MALDI-TOF-MS を用いた質量分析を行なったところ、図 3a に示
す化合物に由来する分子量が観測された。すなわち、環状ペプチド 2のジスルフィド結
合は速やかに切断されてチオールとなること、推定反応機構を経由して直鎖ペプチド 1
を与えること、約 3 時間で直鎖ペプチド 1に変換されること、が明らかとなった。ペプ
チド 2は、TCEP が存在しない条件では、分解が認められなかった。また、コントロー
ルペプチド 3は、TCEP 存在下、5 時間後も分解は見られず安定であった。 
 合成したペプチドの in vitro 阻害活性を、表 1 に示す。環状ペプチド 2及び 3 は、予
想通り、直鎖ペプチド 1より低活性を示した。しかし、類似した環状構造をもつにも関
わらず、ペプチド 2 はペプチド 3 よりも、約 10 倍強い活性を示した。アッセイに用い
た LSD1 は調製時に還元剤 DTT を使用している。そのため、残存する DTT によるペプ
チド 2から 1への変換の可能性が考えられた。そこで、DTT を含有しない LSD1 を用い
たところ、ほぼ同程度の阻害活性を示し、残存する DTT の影響ではないことが明らか
となった。リンカー中のジスルフィド構造がアッセイに影響を及ぼす可能性を考え、リ
ンカー構造 bis(2-hydroxyethyl) disulfide の活性を評価したが、全く活性を示さなかった。 
 




そこで、ペプチド 2 に TCEP を添加したサンプル（37 ºC, 4.5 時間）を HPLC で精製し





チド 1 及び 2 の安定性を評価した。αキモトリプシンは、セリンプロテアーゼの一種
で、芳香族または疎水性アミノ酸の C 末側を加水分解する酵素である。環状ペプチド 2
は、直鎖ペプチド 1よりも、大幅にプロテアーゼに対する安定性が向上しており、環状
化を用いることで、プロテアーゼに対し耐性をもたせることができた（図 4）。 
 最後に、細胞膜透過性を検証する目的で、LSD1 を過剰発現したヒト白血病細胞株 HL-
60 に対する細胞増殖阻害活性を検討した。だが、ペプチド 1, 2, 3 全てが、活性を示さ
なかった。本結果はペプチド 2 が十分な細胞膜透過性を示さなかったことを示唆する。 
















の H3 K4M 誘導体を合成し LSD1 阻害活性を検討したところ、H3 K4M よりも 10 倍強
い活性をもつ新規ペプチドを見出した。 
 代表的なペプチドの構造と LSD1 阻害活性 Ki を図 5 に示す。開発したリンカーは、
光切断後にヒドロキシ基を与えるため、種々のヒドロキシ基をもつ H3 K4M 誘導体を
合成した。誘導体のほとんどがペプチド 7 （H3 K4M 1-20）よりも弱い活性を示したが、
N 末端にセリンを導入したペプチド 8 及び 9 が非常に強い阻害活性を示すことが明ら
かとなった。ペプチド 9が示す強い阻害活性の原因を明らかにする目的で、ペプチド 9
が結合した LSD1•CoREST（CoREST：LSD1 と複合体を形成するタンパク質）の X 線結
晶構造解析を行った。その結果、LSD1 の Asp555 とペプチド 9 の Ser1 との間に水素結
合が見られた。ペプチド 8及び 9の強い阻害活性は、この水素結合に起因すると考えら
れる。Ser1 の側鎖水酸基の最適な位置を明らかにする目的で、Ser1 をホモセリンに置換
したペプチド 10 を合成・活性評価したところ、ペプチド 9 よりも 100 倍活性が低下し
た。ペプチド 10が結合した LSD１•CoREST の結晶構造解析も行ったところ、ホモセリ
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